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【要旨】脊柱靭帯骨化の病態を解明すべく，靭帯骨化素因を有するZucker　fatty　ratのアキレス腱異所i生石灰
化巣内中の骨形成因子及び骨基質蛋白に関わる遺伝子発現を検索した．さらに，このアキレス腱組織を病理
組織学的ならびに免疫組織化学的に検索し，それぞれにつき正常ラットと比較検討した．Zucker　fatty　ratの
アキレス腱若齢期より，石灰化部には正常腱組織には認められない軟骨様細胞の出現を踵骨付着enthesis腹
側に認め，同細胞の分化・増殖に伴い石灰化の増大が認められた．また，アキレス腱組織中よりRT－PCR法
にてBone　morphogenetic　protein（BMP）2，4の遺伝子発現が，そして免疫組織化学的に軟骨様細胞質内に抗
BMP2，4抗体に反応するタンパク質の存在が認められた．この結果は従来異所性石灰化の発現様式とされる
metastaticまたはdystrophicなcalcificationとは異なるものであり，後縦靭帯骨化発現の初期過程における変
化に類似するものであった．
はじめに
　脊柱靭帯骨化症は未だ原因不明であるが，骨化の成
立には明らかに全身的因子と局所的因子を要し，全身
的には内分泌異常・糖代謝異常・肥満・遺伝的素因子
が背景となっており，更に局所的因子として解剖学的
特徴，持続的メカニカルストレスおよびBone　mor－
phogenetic　protein（BMP）をはじめとする骨形成因子
の関与が示唆されている．
　臨床例では骨化前駆状態あるいは骨化進展過程を
画像的・病理組織学的にとらえることは非常に困難で
あり，それゆえ実験動物モデルが求められ，種々の研
究がなされている．当教室においては，以前より脊柱
靭帯骨化の病態解明を目的としてZucker　fatty　rat1）を
実験動物モデルとして継続研究を行なってきた．
Zucker　fatty　ratには前縦靭帯，後縦靭帯，黄色靭帯に
顕微鏡的な小骨化巣が認められ，アキレス腱部には全
例で石灰化巣が観察されており，骨化素因解明の実験
動物モデルとして有用なものと考えられる．
　近年，異所性石灰化の発生機序には従来考えられて
いたような変性・壊死過程に発生するもの以外に，骨
組織の石灰化過程と同様に能動的かつ種々の因子に
より調節されているものがあることが明らかにされ
てきており，同モデルのアキレス腱石灰化の病態解明
は靭帯骨化の局所的素因解明の一助につながると考
えられる．
　今回筆者は同モデルのアキレス腱石灰化に着目し，
石灰化や骨形成に関連する非コラーゲン性骨基質蛋
白であるOsteopontin，　Osteocalcin及び骨形成因子で
あるBMPの遺伝子発現を検索し，また病理組織学的
所見と比較検討した．
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研究材料および方法
　1．実験動物（Zucker　fatty　rat）（Table　1）
　Zucker　fatty　ratは遺伝性肥満動物の一つで，肥満，
高脂血症，高インスリン血症などの糖脂質代謝異常が
認められ，ヒト肥満，初期成人型糖尿病に類似した性
質をもっている．このratは1961年Zucker1），がSher－
man系13C　ratの交雑系の中に，自然突然変異とし見
つけたものである．今日，この動物はZucker　fatty　rat
と呼ばれ，常染色体遺伝形式をとり，その単純劣性ホ
モ接合体のみが肥満等の諸症状を呈するが，ヘテロ接
合体はそれらを呈さずNon　fatty　ratと呼ばれている．
本研究に使用した動物は東京医科大学動物センター
にてSPF条件下に維持，繁殖しているものである．
　2．方法
　生後3ヶ月齢～15ヶ月齢までのZucker　fatty　rat　28
匹56肢及び対照群としてNon　fatty　rat　29匹58肢の
計57匹l14肢のアキレス腱を用いて以下の項目につ
き3ヶ月齢ごとに比較検討した．
　（1）血清カルシウム値測定
　ジエチルエーテルにて吸入麻酔後開胸し，左心室よ
り採血施行し血清カルシウム値を測定した．
　（2）X線学的検索
　その後，後肢を切断し，周囲の軟部組織を取り除き，
アキレス腱を露出して軟X線撮影した．撮影には
Softex　type　ESMを用い，　Fuji　X－ray　filmを使用した．
20KVp，2mA，40秒の一定条件下に撮影した．
　（3）遺伝子発現の検索
　摘出した一一側肢のアキレス腱組織より，直ちに
Promega社製PolyATtract　Series　9600　m－RNA　isora－
tion　and　cDNA　Synthesis　System使用下，ダイナビー
ズを用いm－RNAのみを精製．　RT反応施行後，　C－
DNAを作製し，これを鋳型としてBMP2，　BMP4，
Osteopontin，　Osteocalcinに対するpolymerase　chain
reactionを行ない，内部コントロールにはglyceroalde－
hyde－3－phosphate　dehydrogenase（G3PDH）を用いた．
　BMP2，　BMP4のPCR　primerはFengらの1993年，
1994年の報告2）3）を参考に作製した．Osteocalcinの
PCR　primerはLjanらの1989年の報告4），また
OsteopontinのPCR　primerはOldbergらの1986年の
報告5）より作製した（Table　2）．　PCRは熱変性94℃で
30秒，annealingは55℃で30秒，伸張反応は72℃で
30秒とし，この反応を30サイクル行なった．PCR産
物は，3％アガロースゲルにて電気泳動後，ethidium
bromide染色にて各々の遺伝子発現を検出した．
　（4）病理組織学的及び免疫組織化学的検索
　摘出したもう一側肢のアキレス腱組織は，10％中性
ホルマリンにて24時間固定．その後，10％EDTAに
て4．C　72時間脱灰しパラフィン包埋により4μmの
連続矢状断切片を作製し，hematoxylin　eosin（HE）染
色，及び，免疫染色施行した．また6ヶ月齢以降の各
月齢1匹ずつのラットにては脱灰せず，樹脂包埋と
し，切片作製後，von　Kossa染色施行した．免疫染色
はVECTASTAIN社製ABCキットを用い，サンタク
ルズ社倉BMP2／4及びLSL社製osteopontinの一次
抗体をover－nightで反応させ，　ABC法にて行なった．
Table　1Subjects．　The　subjects　consisted　of　28　Zucker　fatty　rats　（56　legs），　and　29　non－fatty　rats　（58　legs），　and　29　non－fatty　rats　（58
1egs），　ranging　in　age　from　3　months　to　15　months．
　　　　　　　　　　　　F壇　　　　　　F壇
FaFa　　FafO　　　」翫血
　　　瓠　　　　▼　　　　b’
　　　Non－fatty　rat
　　　　　　趣
Zucker　fatty　rat
iHyperlipemia
’Hyperinsulinemia
’Obesity
’Ossification　of　spinal　ligament
’Calcification　of　the　Achilles
tendon
3M6M9M12M15M Total
Zuckerf臼tt　mt6 7 5 6 4 28（561es）
Non－fatt　rat7 6 5 7 4 29（581es）
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Table　2　PCR　primer　sequence
Primer sequence　（5’　to　3’　orientation）product　size　（bp）
BMP－2　F
BMP－2　R
5’一CCAACCATGGGTTTGTGGTG－3’
5’一CCTCCACAACCATGTCCTG－3’
510　bp
BMP－4　F
BMPp4　R
5，一CTGCAGTCCTTCGATGGAC－3’
5’一AACACCACCTTGTCGTACTC－3’
523　bp
Osteocalcin　F　5’一CATTCTGCCTCTCTGACCTG－3’
Osteocalcin　R　5’一TGCCATAGATGCGCTTGTAG－3’
252　bp
Osteopontin　F　5’一GACCAGCCATGAGTCAAGTC－3’
Osteopontin　R　5’一AGCTTGTCCTCATGGCTGTG－3’
243　bp
Table　3　Serum　calcium　levels．　At　3　months　of　age　the　serum
　　　　calcium　level　in　Zucker　fatty　rats　was　about　1．5－fold
　　　　higher　than　that　in　non－fatty　rats，　but　tended　to
　　　　decrease　gradually　therrafter．
　　　（mg／d畳）
　　　　　　　　　　　　　　　　　＋　ZFR
1　7．0
1　6．0
15．0
1　4．0
1　3．0
1　2．0
11．0
1　O．0
9．0
8．0
一e－NFR
　　　　　　　　　　．．・・ζ・・・…　一｛ib一一一一一一e一一一一一一p十id－f
　3．遺伝子発現（Table　4a，　b，　c，　d）
　RT－PCR法にては，　BMP2，　BMP4の遺伝子発現は全
月齢のZucker　fatty　rat及びNon　fatty　ratの全例に認
められたが，Osteocalcinの遺伝子発現はいずれにも認
められなかった．
　また，Osteopontinの遺伝子発現は，全月齢のZucker
fatty　rat及び6ヶ月齢以降のNon　fatty　ratにおいて全
例認められるが，3ヶ月齢のNon　fatty　ratでは遺伝子
発現が認められなかった．
3M 6M
結
9M
果
12M 15M
　1．血清カルシウム値の変動
　血清カルシウム値はZucker　fatty　ratではNon　fatty
ratに比しいずれの月齢においても高値を示し，特に3
～6ヶ月齢にて約1．5倍半高値を示した．（Table　3）
　2．X線学的所見
　軟X線撮影にて，Non　fatty　ratでは3ヶ月齢には石
灰化陰影を認めず，6ヶ月齢以降において点状の小石
灰化陰影を認める．その後も月例とともにわずかに増
大傾向を認めるのみであった（Fig、　la，　b）．
　一方Zucker　fatty　ratでは生後3ヶ月齢よりすでにア
キレス腱踵骨付着部近位腹側に小石灰化陰影を全例
に認め，月齢を増すごとに増大傾向を認めた．しかし，
踵骨と結合し架橋状となるようなものは認められな
かった（Fig．2a，　b）．
　4．病理，kE職学的及び免疫組織化学的所見
　HE染色にて，3ヶ月齢では，　Zucker　fatty　ratにおい
てアキレス腱踵骨付着部よりやや離れた近位腹側に
軟骨細胞様細胞の出現を認め（Fig．3），9ヶ月齢では同
細胞はNon　fatty　ratに比しZucker　fatty　ratにて出現
頻度が高くなり，Non　fatty　ratにては腱線維は平行に
走行していたが，Zucker　fatty　ratでは腱線維配列の乱
れと粗造化及び，軟骨細胞様細胞周囲にエオジン好性
を認めた（Fig．4a，　b）．15ヶ月齢では，　Zucker　fatty　rat
において腱線維配列の乱れ及び粗造化が進行し，エオ
ジン好性領域はアキレス腱踵骨付着部よりやや離れ
た近位腹側を中心に広範囲に認められた（Fig，5a，　b）．
これは後縦靭帯骨化症における後縦靭帯enthesis部よ
り始まる線維軟骨増殖所見に極めて類似していた．
　von　Kossa染色では，　HE染色にてエオジン好性を
呈 る部分に陽性反応が認められ，同部が石灰化部位
と判断された（Fig．6）．
　抗BMP2／4抗体による免疫染色にては，　Non　fatty
ratに比しZucker　fatty　rat優位に軟骨細胞様細胞に高
い染色性を示した（Fig．7a，　b）．しかし，高月齢Zucker
fatty　ratの石灰化アキレス腱組織中に存在する肥大化
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Table　4　RT－PCR．　a：Non－fatty　rat　aged　3　months．　b：Non－fatty　rat　aged　15months．　c：Zucker　fatty　rat　aged　3　months．　d：
　　　　Zucker　fatty　rat　aged　15months．　（（D　G3PDH　（2）　BMP2　＠　BMP4　＠　Osteocalcin　（5）　Osteopontin）
　　　　Genetic　expression　of　BMP2，　4　was　found　in　all　cases　in　both　non－fatty　rats　and　Zucker　fatty　rats．　However，　osteocalcin
　　　　was　not　found　at　any　age．　The　osteocalcin　was　not　found　at　three　months　of　age　in　non－fatty　rats．
500bp a
500bp b
500bp
c
500bp d
した軟骨細胞様細胞には抗BMP2／4抗体にて染色性
を示さないものも認められた（Fig．8）．
　抗Osteopontin抗体による免疫染色にてはZucker
fatty　rat，　N　on　fatty　ratともに，肥大化した軟骨様細胞
に高い染色性を認めた（Fig．9）．
考 察
　骨・歯牙のように正常の状態では必ず石灰化を起こ
す組織を生理的な石灰化組織とすると，正常の状態で
は石灰化を起こさない部位における石灰化を異所性
石灰化組織とよぶことができる．生理的石灰化組織で
ある骨組織においてはこれまでに，石灰沈着にかかわ
ると考えられる骨基質蛋白質や骨形成因子などが多
数分離され，それらの遺伝子発現についても研究が盛
んに行なわれているが，異所性石灰化組織において
は，石灰沈着のメカニズムにかかわる物質の同定や遺
伝子レベルでの研究はほとんどなされていない．
　従来，異所性石灰化は血中のカルシウム値を基準と
して2種類に分類されており，一つは血中カルシウム
高値のため全身の様々な組織に石灰沈着をきたす
metastatic　calci丘cation，もう一つは血中カルシウム値
は正常範囲だが組織の変性・壊死部に石灰沈着をきた
（4）
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Fig．　1
a b
Soft　X－ray　photography．　a：　Non－fatty　rat　aged　3　months．　b：　Non－fatty　rat　aged　12months．　No　shadow　of　calcification
was　found　at　3　months　of　age，　but　a　small　spotty　shadow　of　calcification　was　noted　at　6－9　months　of　age，　which　increased
slightly　with　the　monthly　increase　in　age．
Fig．　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　a　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b
Soft　X－ray　photography．　a：Zucker　fatty　rat　aged　3　months．　b：Zucker　fatty　rat　aged　12months．　A　small　shadow　of
calcification　was　found　on　the　ventral　side　proximal　to　the　calcaneus　of　the　Achilles　tendon　from　3　months　of　age．　lt　tended
to　increase　each　month　thereafter．
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Fig．3　HE　staining（×200）．　（Zucker　fatty　rat　aged　3　months）．
　　　A　chondroid　cell　appeared　on　the　ventral　side　proximal
　　　to　the　calcaneus　of　the　Achilles　tendon
すdystrophic　calcificationがある．
　本研究でのZucker　fatty　ratはNon　fatty　ratに比し
高カルシウム血症を呈した．しかし，その石灰沈着は
ある特定の部位のみにしか認められず，またアキレス
腱石灰化部に変性や壊死組織が認められないため，こ
の石灰化はmetastatic又はdystrophicなcalcification
とは単純に言えないものと思われる．
　近年の動脈硬化組織における異所性石灰化の研究
においても同様に，そのどちらにも属さず，種々の因
子により調節された骨形成過程に類似している異所
性石灰化形成が認められており6）7），Bostrom8）らはヒ
トの石灰化を起こした動脈硬化巣においてBMP－2の
発現を証明した．また廣田9）らは種々の異所性石灰化
組織より非コラーゲン性骨基質蛋白質である
Osteopontin，　Osteonectinの発現を証明している．この
ように単なる石灰化として考えられていた組織より
骨基質蛋白質や骨形成因子の発現が認められること
は，骨形成と同様に能動的でかつ種々の因子により調
節されている石灰化様式があることが示唆される．
　1966年Nie ello）は腱・靭帯，関節包の骨への付着部
をenthesisとし，その部分は骨膜を欠き，軟骨様細胞
IfA
懸が
：盤・
船
繍
　　　　　　　　　　　a　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b
Fig．4　HE　staining（×200）．　a．Non－fatty　rat　aged　g　months　b．Zucker　fatty　rat　aged　g　months　Zucker　fatty　rats　showed　a
　　　larger　number　of　chondroid　cells　and　faster　differentiation　and　proliferation　than　non－fatty　rats
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HE　stainmg　（Zucker　fatty　rat　aged　15months）．　a．（×40），　b：（×100）．　At　15months　of　age，　disorderly　alignment　and
roughning　of　tendon　fibers　increased，　and　an　eosinophilic　area　was　found　extensively　in　Zucker　fatty　rats．
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Fig．6　von　Kossa　stammg　（×100）　When　the　eosmophilic
　　　area　was　subJected　to　von　Kossa　staining　in　HE　staining，
　　　a　positive　reaction　was　found，thus　the　area　was　Judged
　　　to　be　a　calcified　site．
の増殖，石灰化軟骨層が存在し血管に冨み，代謝の活
発な場所であるとした．このenthesisに起こる変化は
enthesopathyと総称され，その原因には内因的なもの
と外因的なものが関係し，その部の骨化はentheso－
phyteと呼ばれる．三浦11）らはZucker　fatty　ratの後縦
靭帯骨化に注目し，enthesis部の形態的変化を追求し，
Zucker　fatty　ratの後縦靭帯においてenthesis部は異染
性を呈し，活動性の高い細胞が多く，靭帯内での異所
性の軟骨細胞の増殖と軟骨基質の形成もenthesis部を
中心に認めるとし，この軟骨組織の出現により靭帯肥
厚が生じると考えた．また，米田12）らはZucker　fatty
ratのアキレス腱の病理学的変化は，限局したcal－
cinosisとは形態を異にし，典型的なenthesophyteは認
めないが，広い意味でのenthesopathyを含む結合組織
のmataplasiaと考えた．
　本研究でのZucker　fatty　ratのアキレス腱の病理学
的変化は軟骨細胞様細胞の出現を踵骨付着近位腹側
に3ヶ月齢より認め，その細胞の増加・肥大化に伴い石
灰化の増大が認められ，同モデルの後縦靭帯enthesis
部より始まる線維軟骨増殖所見から骨化初期に至る
変化に極めて類似している．また，Non　fatty　ratに比
し，Zucker　fatty　ratにてこの軟骨細胞様細胞の分化・
（7）
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増殖の過程が短期間に進行することが，Zucker　fatty
ratにて石灰化の増大傾向が認められる要因と考えら
れた．
　Osteopontinは骨基質の非コラーゲン性蛋白質の主
要成分であるが，これのアミノ酸組成の特徴は，細胞
接着に重要なRGD配列を有する点であり，この配列
を通してインテグリンαVb3と結合し，また，ヒドロ
キシアパタイトに強い親和性を有することが示され
ている13）．本研究においては石灰化の認められない
Non　fatty　rat　3ヶ月齢においてのみ，その遺伝子発現
がないものが認められ，それ以降の石灰化を認める時
期の組織よりその遺伝子発現が全例認められたこと
より，石灰化開始の時期とほぼ同時期頃に発現が誘導
され，組織石灰化に関与している可能性が示唆され
た．
　Osteocalcinは成熟した骨芽細胞においてのみその
遺伝子発現が認められるとされるが，本研究において
はいずれの月齢のアキレス腱組織よりもOsteocalcin
の遺伝子発現は認められなかったことより，成熟した
骨芽細胞の存在は認められないと判断され，また病理
組織学的観察結果からも成熟した骨形成を認めるま
でにはいたらなかった．
　Bone　morphogenetic　protein（BMP）は，筋肉など本
来骨がないところに，新しく骨形成を誘導することが
できる分泌型タンパク質としてUrist14）らにより見出
された．その活性の本質は，未分化間葉系細胞に対し
て，その遊走と分化を促進し，軟骨細胞や骨芽細胞を
誘導することにあると考えられている．
　1988年Wozney15）らによりその遺伝子がクローニ
ングされ，現在では哺乳類だけでも12種類のBMP
ファミリータンパク質が同定されている．そのうち，
少なくともBMP－2，4，5，7は組換え体として生産さ
れ，タンパク質レベルにて作用し，強力な異所性骨誘
導活性が確認されている．川口16）らはヒト後縦靭帯骨
化症の骨化点靭帯にBMP－2が存在することを明らか
にしており，また，古橋17）らはZucker　fatty　ratの筋肉
組織内にBMPを注入することにより，内軟骨性骨化
誘導，特に軟骨様細胞分化誘導までの過程が促進され
ることを報告した．本研究においては，全例のアキレ
ス腱組織よりBMP－2，　4の遺伝子発現が認められ，そ
のタンパク質レベルにての局在は軟骨細胞様細胞の
細胞質内に認められるものであった．経月齢的にこの
軟骨細胞梼細胞は面々に分化し肥大化するが，高月齢
になってもNon　fatty　ratにてはこの軟骨細胞様細胞
は完全に分化・肥大しきっておらず抗BMP2／4抗体に
て染色性を呈していたが，高月齢Zucker　fatty　ratの石
灰化アキレス腱組織中に存在する軟骨細胞様細胞は
分化し大きく肥大化しており，抗BMP2／4抗体にて染
色性を呈さないものも認められた．このことは，経月
齢的に序品に肥大化し，完全に分化した軟骨細胞様細
胞にはBMP－2，4タンパク質の存在が認められなくな
るものと判断され，その結果，アキレス腱においては
石灰化にとどまり，成熟した骨形成に至らないと推察
された．また，アキレス腱石灰化組織中の軟骨細胞様
細胞に，BMPがオートタリン，パラタリンに作用して
いると考えると，高月齢のZucker　fatty　ratにおいて
は，BMPの遺伝子発現は認められるものの，分化し肥
大化した軟骨細胞様細胞ではBMPのタンパク質レベ
ルにての存在は認められないことになり，同細胞では
BMPの遺伝子発現からタンパク質合成にいたる転写
調節異常を生じていることが考えられた．BMP遺伝
子の転写制御については未だ不明な点が多いが，マウ
スにおけるBMP－2遺伝子の転写制御領域において
は，Rb蛋白のSp－1を介する認識配列への結合により
BMP－2の転写が3～5倍に増強され，その逆にBMP－2
の量的過剰発現はRb蛋白によりBMP－2遺伝子の転
写抑制を引き起こすとされている．このように，過剰
量のBMP発現はその後に転写制御という形でタンパ
ク質レベルで発現抑制されてしまう．Zucker　fatty　rat
のアキレス腱組織中の軟骨細胞様細胞ではNon　fatty
ratに比しBMPが量的に過剰発現していたことが推
測される．その結果，軟骨細胞様細胞の分化・増殖の
過程はNon　fatty　ratに比し短期間に進行したが，逆に
その為にRb蛋白によるBMP遺伝子の転写抑制を受
けやすくなり，その結果分化・肥大化した軟骨細胞様
細胞ではBMPのタンパク質レベルにての存在は認め
られなくなった可能性も考えられた．
結 論
　1．Zucker　fatty　rat，　Non　fatty　rat共に，アキレス腱
踵骨付着（enthesis）部よりやや離れた近位腹側に軟
骨細胞様細胞の出現を認め，同細胞の増殖・肥大化に
伴い石灰化の増大がZucker　fatty　rat優位に認められ
た．これは，後縦靭帯骨化症における後縦靭帯enthesis
部より始まる線維軟骨増殖所見から骨化初期に至る
変化に極めて類似していた．しかし成熟した骨形成は
認められなかった．
　2．RT－PCR法にて，　Zucker　fatty　ratのアキレス腱
（9）
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石灰化組織より，BMP2，4およびOsteopontinの遺伝
子発現が認められた．また，Osteopontin遺伝子は石灰
化の認められないNon　fatty　rat　3ヶ月齢においての
み，その遺伝子発現がないものが認められ，それ以降
の石灰化を認める時期の組織よりその遺伝子発現が
全例認められたことより，石灰化出現の同時期に発現
が誘導されることが示唆された．
　3．免疫組織化学的に，Zucker　fatty　rat，　Non　fatty
rat共に骨形成因子であるBMP2，4はアキレス腱石灰
化組織中の軟骨細胞様細胞に存在し，同細胞の分化・
増殖による石灰化の増大に関与したものと考えられ
た．しかし，その分化過程の進行速度はZucker　fatty　rat
が優位に速かった．
　4．また，高月齢のZucker　fatty　ratアキレス腱石灰
化組織中の分化し肥大化した軟骨細胞様細胞では
BMP2，4のタンパク質レベルにての存在が認められ
なくなり，同細胞にてはBMPの遺伝子発現からタン
パク質合成にいたる調節異常が考えられた．その結果
成熟した骨形成に至らなかったものと推察された．
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Ectopic　calcification　of　the　Achilles　tendon　in　Zucker　fatty　rat
Takeshi　WATANABE，　Kengo　YAMAMOTO，　Toshinori　MASAOKA，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Atsuhiro　IMAKIIRE
Department　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Atsuhiro　IMAKIIRE）
Abstract
　　In　order　to　clarify　the　mechanism　of　ectopic　calcification　of　the　Achilles　tendon，　genetic　and　histopathological　studies　in
Zucker　fatty　rats　（ZFR）　in　comparison　with　non－fatty　rats　（NFR）　were　performed．
　　Serum　Ca　levels　were　higher　and　the　calcified　part　tended　to　increase　with　age　in　months　in　ZFR　compared　with　NFR．
Calcification　started　from　the　ventral　side　proximal　to　the　calcaneus　of　the　Achilles　tendon．
　　Histologically，　chondroid　cells　were　found　in　that　region．　ZFR　showed　a　larger　number　of　chondroid　cells　from　a　young
age　and　faster　differentiation　and　proliferation　than　N　FR．
　　In　both　NFR　and　ZFR，　genetic　expression　of　BMP2，4　and　osteopontin　from　Achilles　tendon　tissue　was　found　and
chromatic　cytoplasm　of　chondroid　cells　was　shown　by　immunohistochemistry．
　　These　results　suggest　that　ectopic　calcification　of　the　Achilles　tendon　in　ZFR　is　considered　to　be　the　prodromal　condition
of　ossification　since　it　is　caused　by　the　appearance　and　differentiated　proliferation　of　chondroid　cell　and　is　similar　to　a　process
of　enchondral　ossification．
〈Key　words＞Zucker　fatty　rat，　Ossification　of　posterior　longitudinal　ligament，　Bone　morphogenetic　protein，　Reverse
transcriptionpolymerase　chain　reaction
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